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1. INTRODUCCION

Las enzimas peroxidasa y/o lipoxigenasa son comunmente utilizadas como indicadores
del tratamiento térmico del proceso de escaldado, ya que la desactivacion de estas
enzimas lleva consigo un aumento de la vida util del vegetal procesado. Diversos
estudios indican que la enzima indicadora para un tratamiento térmico se debe elegir en
forma individual para cada vegetal. La mayor parte de estos estudios estdn basados
principalmente en la evaluacion de la desactivacion térmica de la enzima peroxidasa
sometiendo el extracto enzimdtico o pequefios trozos de los productos al medio
escaldador, ya sea agua, vapor o microondas a diversas condiciones de tiempo y

temperatura.

En la literatura se dispone de investigaciones realizadas durante los ultimos afos,
relacionados con la cinética de desactivacion térmica de la peroxidasa en diversos
vegetales y extractos. La mayoria de estos estudios presentan curvas de desactivacion
con tendencia bifésica, las cuales han sido descritas por un modelo que considera dos
fracciones, una 1abil y otra resistente al calor, ambas con cinéticas de desactivacion de
primer orden en forma independiente. Estas investigaciones reportan valores disimiles
para los parametros K (constante de velocidad de desactivacion térmica) y Ea (energia de
activacion), atribuyendo tal diferencia al origen de la enzima y diferencias en su

termoestabilidad.

Estudios adicionales muestran que la naturaleza bifasica de la cinética de desactivacion
térmica de la peroxidasa se ve aumentada fuertemente por la presencia de la
concentracion de iones de la solucion buffer, las cuales interactiian con la enzima, lo que
a la vez afectaria la termoestabilidad de la forma nativa y de la actividad especifica del

intermediario formado. De esta forma, se demostré que la molaridad del buffer afecta la



magnitud de los parametros de desactivacion térmica. Asimismo, se indica que el pH
afecta los perfiles de la cinética aunque en menor grado con respecto a la concentracion

de buffer utilizada.

En la literatura solo se han encontrado estudios preliminares sobre la influencia de la
concentracion inicial de enzima sobre la estabilidad térmica. A esto se suma que la
mayoria de las publicaciones del area no informan las concentraciones iniciales de la
enzima, y en los pocos casos que se especifican los rangos de concentracion, estos no
son muy amplios. Lo anterior hace poco factible una evaluacion del efecto de la

concentracion enzimatica sobre la cinética de desactivacion térmica.

Por otro lado, generalmente los métodos experimentales de diversas publicaciones
muestran un ajuste del pH, lo cual también produciria otro tipo de interaccion entre el
buffer y la enzima, ampliando de esta forma las diferencias entre los resultados

reportados.

A partir de los antecedentes citados se podrian explicar las diferencias en la cinética y en
los parametros termocinéticos encontradas en la literatura especializada. De esta forma,
la hipdtesis que se plantea probar es: la concentracion inicial de enzima, afecta la

cinética de desactivacion térmica y por ende los parametros termocinéticos.

Para probar esta hipotesis se propone desarrollar los siguientes objetivos especificos

e Evaluar la cinética desactivacion térmica y actividad residual de la peroxidasa
comercial para un rango de temperatura de 50 a 95 °C.

e Determinar los parametros termocinéticos que caracterizan la desactivacion térmica
para la enzima peroxidasa comercial a diferentes concentraciones iniciales de

enzima.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Enzimas

2.1.1 Definicion de las enzimas. Las enzimas son biocatalizadores complejos de gran
especificidad y eficiencia, producidos por células de organismos vivos, que aumentan la
velocidad de las reacciones bioldgicas a través de vias definidas, y cuya actividad esta
sujeta a regulacion. Estdn constituidas por proteinas globulares que, a temperaturas
cercanas a los 37°C, aceleran la velocidad de las reacciones quimicas y bioldgicas por un
factor de 10" a 10* en relacién a las reacciones no catalizadas. La actividad de una
enzima, se expresa en términos de la reaccion que ella cataliza como la transformacion
de un micromol de sustrato en producto por unidad de tiempo. Mientras que las

Unidades son una medida de una cantidad de enzima activa (FENNEMA, 1980).

2.1.2 Mecanismo de reaccion. La actividad catalitica de las enzimas (E) acta
disminuyendo la energia de activacion de ciertas reacciones, en las que el sustrato (S) se
combina con la enzima formando un complejo enzima - sustrato (E - S) con mayor
estabilidad que el sustrato puro. Como se observa en la siguiente reaccion, una vez
ocurrida la reaccion y formado el producto (P), la enzima es liberada lo que permite que
pueda continuar actuando, siendo muy efectivas en pequefias cantidades (VENEGAS,
1994). Se presentan las constantes k, donde k; y k3, son las constantes de velocidad de
formacion y disociacion, respectivamente del complejo Enzima - Sustrato (E - S) y kj es
la constante de disociacion de la Enzima y el Producto:

k;

k
E+s_.‘k—Es—2>P+E
3



2.1.3 Caracteristicas de las enzimas.

2.1.3.1 Especificidad. Esta determinada por la capacidad de una enzima para catalizar
solamente una o un reducido nimero de reacciones entre las posibles para un sustrato.
Esta selectividad es lo que diferencia a las enzimas de los catalizadores quimicos y la

que define la forma de clasificacion de las enzimas (Reed citado por IMENEZ, 1993).

Existe ademas la especificidad de sustrato, la cual puede ser absoluta, relativa o sin
especificidad, siendo mas frecuente la relativa que ocurre cuando una enzima actia en
forma semejante sobre varias sustancias de composicion quimica similar,
diferenciandose en la constante de velocidad de reaccion (k) (SCHMIDT-HEBBEL y

PENNACCHIOTTI, 1982).

2.1.3.2 Regeneracion. El fenomeno de regeneracion consiste en la recuperacion de
actividad transcurrido un tiempo después del tratamiento térmico (HEMEDA y KLEIN,
1990). Esto ha sido explicado asumiendo que la fraccion proteica de la proteina sufre
una desnaturalizacion parcial, con pérdida de estructura terciaria, produciendo luego una
reversion a su estado normal por la recombinacion de grupos hidrogenos o sulthidrilicos

(SCHMIDT - HEBBEL y PENNACCHHIOTTI, 1982).

Después de la inactivacion de una enzima con calor, existe la posibilidad de la
regeneracion. La peroxidasa parece ser la enzima mas estable al calor y presenta esta
caracteristica (Reed citado por JIMENEZ, 1993). La Peroxidasa tiene fracciones con
diferente resistencia térmica, y ademas posee la capacidad de regenerarse, lo cual no
influye en forma importante en el deterioro del producto, sino que afecta el proceso de

control de escaldado (WITHAKER, 1972; GANTHAVORN et al., 1991). Sin embargo,



Giyer citado por HEMEDA y KLEIN (1990) sefala que bajo ciertas condiciones de
tratamientos térmicos, la regeneracion de la actividad peroxidasica durante el

almacenamiento, puede causar desagradables efectos en color y sabor.

La regeneracion de la actividad después de una inactivacion parcial bajo condiciones de
medio acido es debido a la recombinacion del grupo hemo con la apoenzima desplegada
seguido por un plegamiento para dar la forma nativa o similar a la peroxidasa (ADAMS
1991). Burnette citado por CHANG et al. (1984) sefiala que la reactivacion de la
peroxidasa puede ocurrir cuando no es totalmente inactivada por calor; resultados
similares fueron encontrados por CHEU y CHEN (1991). Sin embargo APARICIO -
CUESTA et al. (1992) demuestran que aun con desactivacion total de la enzima durante
el escaldado, se produce regeneracion durante el almacenamiento en congelacion a
—18°C, aun cuando esta actividad regenerada no supera el 1,23% de la actividad inicial

del vegetal.

Los tratamientos H.T.S.T. no son adecuados para la completa inactivacion de la
peroxidasa, debido a la presencia de isoenzimas con diferentes estabilidades al calor
(Ling y Lund citados por HEMEDA y KLEIN, 1990); para iguales porcentajes de
inactivacion, los tratamientos H.T.S.T. favorecen la regeneracion (Reed citado por
JIMENEZ, 1993). Lu y Whitaker, citados por HEMEDA y KLEIN (1990), sefialan que
para prevenir la regeneracion de peroxidasa se requiere un largo periodo de
calentamiento. Sin embargo, un tratamiento térmico severo puede perjudicar la calidad
de los vegetales enlatados y congelados. Los cambios que pueden ocurrir como resultado
de sobreproceso incluyen el deterioro de color y sabor y reduccion del valor nutritivo

por pérdidas de vitamina C, proteinas y aminoacidos.



2.1.3.3 Isoenzimas. Se trata de formas moleculares multiples de una enzima que
catalizan fundamentalmente la misma reaccion pero que difieren en sus propiedades
quimicas, fisicas, estructurales o imnunoquimicas (SCHMIDT - HEBBEL vy
PENNACCHIOTTI, 1982). Poseen igual especificidad de accion y de sustrato, pero
presentan diferencias de estructura primaria (secuencia de aminoacidos) y sus

propiedades fisicas difieren con frecuencia (Reed citado por IMENEZ, 1993).

La presencia de isoenzimas de peroxidasa puede causar problemas en el escaldado de la
mayoria de los vegetales. Las isoenzimas actllan sobre el mismo sustrato pero la
composicion quimica es diferente lo que se refleja en las variadas estabilidades al calor.
La cantidad relativa de isoenzimas varia de vegetal en vegetal, y aun en la misma
especie puede diferir con la variedad, edad y factores ambientales (WILLIAMS et al.,
1986). WANG y LUH (1983) sefialan que la peroxidasa en los vegetales existe en forma
soluble, i6nica y covalentemente enlazada. En esparragos encontraron las fracciones
soluble y id6nicamente enlazada que son diferentes estructuralmente pero con
propiedades similares. La fraccion idnicamente enlazada fue levemente mas estable al

calor que la fraccion soluble.

2.1.3.4 Distribucion de enzimas en los vegetales. Asi como la actividad enzimatica
difiere en los vegetales, y aun en una misma especie, también la distribucion de una
enzima varia dentro del mismo vegetal, principalmente si existen diferencias
estructurales y/o quimicas en las secciones del producto, lo que implica diferencias en la
velocidad de penetracion de calor y en la termorresistencia de las enzimas en el vegetal.
Como lo sefiala Winter citado por WANG y LUH (1983), la velocidad de destruccion de
peroxidasa en esparragos fue fundamentalmente dependiente del tamafio de la particula

y de la velocidad de transferencia de calor.



Haard et al. citado por WANG y LUH (1983), JIMENEZ (1993) y CHANDIA (2000)
sefialan que las actividades de peroxidasa en la zona media y apical de esparragos fueron
muy diferentes, asi como la distribucién de isoenzimas en las secciones. Resultados
similares fueron encontrados por KAMPIS et al. (1984) quienes estudiaron la actividad
peroxidasica en tallo y "florets" de brdcoli, encontrando diferencias de distribucion de
actividad e isoenzimas en las secciones del vegetal. Del mismo modo, DONNELLY y
ROBINSON (1990) encontraron mayor estabilidad térmica de peroxidasa en la piel de
peras en relacion a la pulpa, y observaron que las enzimas de la piel del fruto tenian

capacidad de regeneracion, no asi en la pulpa.

2.1.4 Accion de las enzimas en los alimentos. Las enzimas aceleran la velocidad de las
reacciones quimicas. Estas reacciones ocurren durante el procesamiento y/o
almacenamiento de alimentos. Algunas de ellas resultan en pérdida de calidad, sabor y
color del alimento (SCHMIDT - HEBBEL y PENNACCHIOTTI, 1982). Estos
catalizadores biologicos pueden ser responsables del deterioro de los vegetales,
afectando su textura, color, aroma y valor nutritivo si no son desactivadas
oportunamente. Las principales enzimas que originan estas transformaciones en los
alimentos son la lipoxigenasa, peroxidasa, polifenol oxidasa, lipasas, celulasa, tiaminasa,
pectinasas, clorofilasa, entre otras (MATHEIS, 1990), que canalizan las reacciones de
deterioro en el interior de la célula (enddgenas), afectando la calidad de los vegetales
congelados. Estas enzimas difieren en su resistencia térmica, lo que implica que la
velocidad de desactivacion enzimatica variard dependiendo del tipo de enzima, variedad

del vegetal, etc.

Holman citado por BEN - AZIZ et al. (1970) indica que la mayoria de los cambios de
calidad que tienen lugar durante el almacenamiento y procesamiento de los alimentos
son debido a la accion de enzimas enddgenas oxidativas, es decir, aquellas que canalizan
la transferencia de electrones de una sustancia a otra a través de una serie de
mecanismos en el interior de la célula. Muchas enzimas redox pueden utilizar mas de un

sustrato y el estudio de estas enzimas en alimentos es mas complejo debido a que



algunas de ellas, especialmente la peroxidasa pueden catalizar mads de un tipo de
reaccion. Ademads se debe recordar que las actividades enzimaticas son diferentemente
afectadas por los cambios que pueden ocurrir durante el procesamiento, por ejemplo por
cambios de pH y temperatura (DONNELLY y ROBINSON, 1990). La actividad
enzimatica depende del vegetal, del sustrato oxidable, del pH y temperatura a que se

trabaja.

2.1.5 Enzimas indicadoras. Para comprobar la eficiencia de un proceso de escaldado,
se utilizan enzimas indicadoras, que al ser desactivadas durante el tratamiento térmico
demuestran que éste se ha realizado de forma eficiente. Un bioindicador entrega
informacion que puede ser usada como una herramienta para evaluar el impacto del

proceso térmico sobre los alimentos (WENG et al., 1991).

Durante muchos afios se utilizo la catalasa y peroxidasa como bioindicadores del
proceso de escaldado, ya que su inactivacion reducia la pérdida de calidad durante el
almacenamiento de los vegetales congelados, especialmente la peroxidasa, ya que al ser
altamente resistente al calor, una vez desactivada se asumia que todas las demas enzimas
que alteran la calidad del alimento eran destruidas. Sin embargo, la utilizacion de la
peroxidasa como enzima indicadora universal, resulta en pérdida de color, sabor, textura
y valor nutritivo, ademas de gasto excesivo de energia y agua, ya que debido a su
resistencia térmica implica un sobreprocesamiento del alimento (BARRET vy
THEERAKULKAIT, 1995). De lo anterior se desprende que es necesario establecer las
condiciones de proceso asi como la enzima indicadora a utilizar en cada vegetal con el

fin de minimizar pérdidas de calidad y gasto energético por sobreprocesamiento.

MATHEIS (1990) senala que la peroxidasa es considerada habitualmente como la
enzima indicadora universal en el escaldado de vegetales ya que se encuentra en todos

los vegetales. El estudio de esta enzima es de especial interés ya que es considerada



como una de las mas termorresistentes (BAARDSETH, 1978). Esta caracteristica de
resistencia al calor ha motivado que sea utilizada como indice de eficiencia de los
procesos de escaldado de la mayoria de los vegetales. Por inactivacion de la peroxidasa
se puede asumir que las enzimas causantes de deterioro de calidad han sido destruidas,
sin embargo, su uso como indicador resulta en pérdida innecesaria de color, sabor,
textura y calidad nutritiva ademas de excesivo uso de agua y energia (Lim citado por

BARRET y THEERAKULKAIT, 1995).

Diversos investigadores han informado que la peroxidasa puede estar involucrada en el
deterioro de la calidad sensorial de los vegetales procesados, y principalmente en el
desarrollo de sabores extrafios. KAMPIS et al. (1984), le asignan responsabilidad en la
biosintesis de lignina; CHANG et al. (1984) sefalan que esta enzima estd relacionada
con cambios de sabor y color debido a la oxidacion de compuestos fendlicos en
quinonas (en presencia de perdxido de hidrégeno), y afectaria el valor nutritivo por
reaccion de éstas con aminoéacidos y vitamina C en los vegetales no escaldados. Walker
citado por KAMPIS et al. (1984), reporta que seria causante de degradacion de clorofila.
Por el contrario, Béttcher citado por HALPIN et al. (1989) informan que la peroxidasa
no es directamente responsable de las pérdidas de calidad de vegetales durante su
almacenamientos en congelacion y Lim citado por BARRET y THEERAKULKAIT
(1995) indica que con excepcion de la formacion de lignina en esparragos, no existe
evidencia que relacione la peroxidasa con el deterioro de calidad. WILLLAMS et al.
(1986), informaron que la peroxidasa no es la enzima involucrada en el desarrollo del
sabor, y que la lipoxigenasa seria causante de este defecto en los vegetales congelados.
Los autores mencionados anteriormente proponen el uso de lipoxigenasa como enzima
indicadora de la eficiencia del escaldado de frijoles y arvejas verdes. Esta ultima
requiere menor tiempo de tratamiento (debido a que la lipoxigenasa es mas sensible al
calor que la peroxidasa) y podria contribuir a mantener la calidad nutritiva y sensorial

del producto durante el almacenamiento en congelacion.
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2.2 Peroxidasa

Se encuentra ampliamente distribuida en plantas superiores, encontrandose en altas
concentraciones en extractos de higo y rabanos (WITHAKER, 1972). La masa
molecular de esta enzima en variedades de frutas y verduras oscila entre 30.000 y 54.000
Dalton (Vamos - Vigyazé citado por WANG y LUH, 1983; SIGMA, 1998). Tiene un
grupo hemo como grupo prostético; el atomo de hierro forma complejos con varios
compuestos; ademads se ha descrito que cada molécula de la enzima une dos moléculas
de Ca™ (SIGMA, 1998). La actividad depende del vegetal, sustrato, pH, temperatura,
etc. (SCHMIDT HEBBEL y PENNACCHIOTTI, 1982).

2.2.1 Mecanismo de reaccion. Es una oxidorreductasa que cataliza reacciones usando
oxigeno o perdxido como aceptor de hidrogeno. BEN - AZIZ et al. (1970) y HEMEDA
y KLEIN (1990), sefialan que los mecanismos de accion de la peroxidasa estan basados
en la formacion de un complejo enzima - donante de hidrégeno, como se observa en la
siguiente reaccion:

ROOH + AH, — ROH + A + H,O

Cataliza la reaccion de ciertos compuestos dadores de hidrégeno, como fenoles
(guayacol, pirogalol) y aminas aromaticas (o-fenilendiamina) por medio de peroxidos
(H20,). El sustrato oxidable més usado es el guayacol, que es oxidado a un complejo
coloreado de tetraguayacol en presencia de peroxido (WITHAKER, 1972). La velocidad
de formacion del color rojo ladrillo puede ser utilizada como medida de la actividad

enzimadtica por lecturas espectrofotométricas de las absorbancias con relacion al tiempo

(FENNEMA, 1980).

2.2.2 Estabilidad térmica. Las diferencias en la conducta de la peroxidasa de un
vegetal a otro pueden estar relacionadas con la presencia de isoenzimas que actuan
diferente frente a la presencia de antioxidantes, temperatura, pH Optimo etc.. Las
peroxidasas de diversas fuentes presentan variadas estabilidades térmicas y son

inactivadas a diferentes velocidades por calor, presumiblemente debido a heterogeneidad
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estructural de las enzimas. Las multiples formas de peroxidasa no son igualmente
susceptibles a tratamientos por calor y otros (HEMEDA y KLEIN, 1990), por lo que se
requiere determinar las condiciones Optimas de proceso para cada vegetal y fruta

(WILLLIAMS et al., 1986).

Uno de los problemas de la inactivacion de peroxidasa es la presencia de 1 - 10% o mas
de isoenzimas termoestables de peroxidasa en la mayoria de los vegetales (Delincée
citado por WILLIAMS et al., 1986). Por otro lado, uno de los inconvenientes de no
destruir completamente la peroxidasa es que puede regenerarse bajo ciertas condiciones

(Joslyn citado por WILLIAMS et al., 1986).

2.2.3 Capacidad de regeneracion. Algunos autores (Haard et al, citado por WANG y
LUH (1983); Lu y Whitaker citados por WILLIAMS et al., 1986) estudiaron las
condiciones en que se regenera la peroxidasa, y sefialan que se produciria por una
desactivacion parcial de ella con el tratamiento térmico. Sin embargo, APARICIO
CUESTA et al. (1992) demuestran que ain con desactivacion total de peroxidasa por
sobreprocesamiento, se produce regeneracion cerca del tercer mes de almacenamiento en
congelacion, y que esta actividad regenerada no estaria relacionada con pérdidas de

calidad del producto.

2.3 Factores que afectan la actividad enzimatica

La actividad enzimdtica puede ser regulada controlando ciertas condiciones tales como
temperatura, pH, humedad, iones y fuerza ionica, radiaciones ionizantes, fuerzas
cizallantes, presion y efecto de interfase. La estabilidad de las enzimas esté relacionada a

la estructura enzimatica y a factores microambientales (ADAMS, 1991).
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2.3.1 Efecto de la concentracion de sustrato. AL - OBAIDY y SIDDIQI (1981)
sefialan que la velocidad de reaccion se incrementd cuando la concentracion de sustrato
aumenta hasta un determinado valor; de acuerdo con el patron general de reacciones
enzimdticas. Del mismo modo, BEN - AZIZ et al. (1970) indican que a bajas
concentraciones de sustrato, la relacion actividad lipoxigenasica/concentracion de
sustrato es lineal, pero a mayores concentraciones de linoleato, la curva se torna
hiperbdlica y la reacciébn se hace mas lenta, llegando a un maximo para luego

permanecer constante.

Wynn citado por JIMENEZ (1993) sefala que para una reaccion favorable, las
concentraciones de la enzima y del sustrato deben estar de tal manera que menos del 1 %

del sustrato sea utilizado durante la reaccion.

2.3.2 Efecto de la concentracion de enzima. Las reacciones enzimaticas presentes en
los alimentos se producen a velocidades limitadas por la concentracion de enzima; la
disponibilidad de sustrato generalmente es alta por lo que no afectaria la velocidad de la
reaccion (TOLEDO, 1991). Esto concuerda con que la velocidad de reaccion sea
proporcional a la concentracion de lipoxigenasa. Diferente es el caso de otras enzimas
como citocromo oxidasa, que a grandes concentraciones producen inhibicion de la

reaccion (BEN - AZIZ et al., 1970).

2.3.3 Efecto de la temperatura. La mayor parte de las enzimas, en el rango de 30 —
40°C se encuentran en el Optimo de su actividad, y sobre los 45°C comienzan a

desnaturalizarse. A temperaturas bajas (refrigeracion y/o congelacion), las enzimas
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operan a velocidad muy baja, pero recuperan su actividad cuando la temperatura se

acerca a su optimo (CHANDIA, 2000).

CHANG et al. (1984) sefala que la temperatura 6ptima de la peroxidasa de coliflor es
de 40°C, atin cuando a 0°C presenta un 35% de actividad. Esta actividad comienza a
descender a temperaturas mayores de 40°C; a 48°C so6lo permanece un 50% de la

actividad, y a 60°C no se presenta.

2.3.4 Efecto del tiempo de reaccion. La reaccion enzimatica presenta diferentes
velocidades; inicia con una fase de latencia de corta duracion (segundos), en la que la
enzima se encuentra con el sustrato, seguido por una zona de maxima velocidad de
reaccion durante un tiempo dependiente de factores, como la concentracion de sustrato,
de enzima, temperatura de la reaccion; finalmente la velocidad neta de una reaccion
catalizada por enzimas decrece en el tiempo porque el sistema se aproxima al equilibrio

quimico.

2.3.5 Efecto de la humedad. En alimentos secos la actividad de las enzimas disminuye
notablemente pues, a niveles muy bajos de agua libre es dificultosa la difusién de la

enzima con el sustrato ( IMENEZ, 1993).

La disponibilidad de agua, medida como actividad de agua, tiene una fuerte influencia
sobre la velocidad de las reacciones por enzimas, es decir, la actividad enzimatica
aumenta con un mayor contenido de agua libre, lo que ocurre en las reacciones

hidroliticas y no hidroliticas (SCHMIDT - HEBBEL y PENNACCHIOTTI, 1982).
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2.3.6 Efecto del pH. El pH en el cual estos biocatalizadores presentan mayor actividad
se denomina pH 6ptimo, que generalmente se ubica en un rango 5,0 a 9,0. Esto esta
basado en que fuera del pH 6ptimo la enzima sufre una variacion en la conformacion de
la cadena debido a una variacion de la carga de la proteina anfotera (pérdida de parte de
la estructura terciaria responsable de la parte activa de la enzima). Esto puede ocasionar
un efecto irreversible en la actividad si la variacion de pH es drastica; si el efecto es
reversible puede deberse a ionizaciones parciales de los grupos acidos y basicos del

centro activo (Bruchmann citado por JIMENEZ, 1993).

La mayoria de las enzimas presentan su maxima actividad a pH entre 4,0 y 8,0; los pH
extremos inactivan las enzimas por desnaturalizacion proteica (CHANDIA, 2000).

CHANG et al. (1984) sefialan que el pH optimo de la peroxidasa es de 6,5 a 22°C y
segin BEN - AZIZ et al. (1970), la actividad maxima de lipoxigenasa se presenta a pH
9,0; a valores menores a 6,5 no detectaron actividad, debido aparentemente a

precipitacion proteica.

2.3.7 Efecto de la fuerza ionica. Es la abundancia de iones en la solucion. Su efecto
sobre la estructura y estabilidad de proteinas tiene que ver mas bien con su influencia
como contraiones de los grupos cargados de las proteinas, puesto que las proteinas son
polielectrolitos; en otras palabras a mayor fuerza idnica, menor la carga efectiva de la

proteina (SEGEL, 1976).

2.4 Cinética de desactivacion térmica
Las enzimas, al ser proteinas, se desnaturalizan con tratamientos térmicos, cumpliendose
uno de los objetivos primordiales del escaldado. La desactivacion de las enzimas por

tratamientos térmicos se debe a una ruptura de las fuerzas que mantienen la estructura
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terciaria (pocas enzimas estan activas a mas de 60°C y muchas de ellas ya se alteran a 40
— 50°C). La misma ecuacion de Arrhenius utilizada para determinar la energia de
activacion de las reacciones enzimaticas se utiliza para determinar la "energia de
activacion de la desactivacion térmica” (Reed citado por JIMENEZ, 1993).
EDIRIWEERA et al. (1987) sefialan que debido a que la energia de activacion para los
procesos de desactivacion térmica es mas alta para las enzimas, la velocidad de

inactivacion aumenta rapidamente al aumentar la temperatura.

A través de la cinética enzimatica se pueden obtener las combinaciones tiempo
temperatura para determinada desactivacion enzimatica. El primer elemento esencial de
informacion es la velocidad a que tiene lugar esta desactivacidon de una enzima
determinada a una temperatura dada, obteniéndose diversas velocidades de inactivacion

a diferentes temperaturas (CHANDIA, 2000).

La desnaturacion proteica tiende a seguir una cinética de primer orden. Del mismo
modo, se acepta que la inactivacion de las enzimas sigue, en general, una cinética
también de primer orden. Pero, cuando existe en el medio méas de una enzima, como es
en el caso de los alimentos, pueden aparecer cinéticas mas complejas (LING y LUND,

1978).

La inactivacion térmica de peroxidasa comercial fue estudiada en soluciones de buffer
fosfato de sodio y en agua pura a pH 7 en el rango de temperatura de 70 — 95°C. La
concentracion de iones fosfato de sodio afecta la termoestabilidad y el modelo cinético
produciendo un efecto estabilizante. En agua, la cinética es claramente de primer orden a
altas temperaturas, mientras los resultados obtenidos con buffer fosfato de sodio 0,1 M
es bifasico y con un comportamiento bifidsico menos pronunciado a cuando las
concentraciones buffer fosfato de sodio decrecen. El pH y la concentracion de enzima
también afectan el perfil de inactivacion, sosteniendo la conclusion que la inactivacion

térmica no es un proceso monomolecular con respecto a la concentracion de proteina

(SARAIVA et al., 1996).
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Los parametros termocinéticos que caracterizan a las enzimas en los diferentes vegetales

son:

a) Constante de velocidad de reaccion (K). De acuerdo a los principios en procesos
térmicos presentados por MERSON et al. (1978) para una suspension de esporas
bacterianas sometidas a un proceso de temperatura constante, cuyos conceptos son
aplicables también a sistemas enzimaticos. Asi la inactivacion de enzimas por el calor,

a temperatura constante, puede representarse por la siguiente ecuacion, (CHEFTEL et

al., 1983):

—dA
——=kx A 2.1
ot X (2.1)

donde:

A = actividad enzimatica al tiempo t.
k = constante de velocidad de inactivacion térmica (min™ 6 s™)

dA L .. s .
—— =representa la variacion de la actividad enzimatica con el tiempo.

dt

La desactivacion térmica de la enzima es directamente proporcional a Ia
concentracion de enzima presente; por lo tanto tiene una cinética de primer orden con

relacion a ese nimero. Por integracion de la ecuacion (2.1) se obtiene:

A=Age™ (2.2)

que también se puede escribir:

Log 2 |2 =K 2.3)
A, )" 2303

Donde Ay es la actividad enzimatica inicial.
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Si se realiza la grafica semilogaritmica de la actividad enzimatica en funcion del
tiempo de tratamiento, su pendiente es igual a — k / 2,303. En ese diagrama se
representa la curva llamada “de supervivencia”, ya que A es la actividad de enzima
residual en el tiempo t, es decir, que ha sobrevivido al calentamiento (CHEFTEL et

al., 1983).

b) Energia de activacion (Ea). Es la razon de las constantes de primer orden (K. y Kgr)
de la inactivacion térmica para las fracciones de las isoenzimas respectivas, que se

relaciona con la temperatura que se rige por la ecuacion de Arrhenius.

k

_ k() e(-Ea/ RT) 2.4)

Donde: Kko: Factor pre-exponencial.
R : Constante universal de los gases ideales.
T : Temperatura en grados absolutos.

Ea: Energia de activacion.

De esta ecuacion se deduce que el grafico de Ln (K) con respecto a la inversa de la
temperatura absoluta da una linea recta, cuya pendiente corresponde al cuociente
entre la energia de activacion y la constante universal de los gases. La magnitud de
Ea expresa el grado de dependencia respecto a la temperatura de la reaccidon en

cuestion (FENNEMA, 1980).

2.5 Modelo bifasico para la cinética de desactivacion enzimatica

Debido a la presencia de isoenzimas con diferentes estabilidades térmicas, la velocidad
de desactivacion de una enzima compuesta no muestra una cinética de reaccion de
primer orden. Debido a ello LING y LUND (1978) propusieron un método simple para
analizar la cinética de desactivacion térmica de un sistema enzimatico compuesto por
dos grupos diferenciados por su estabilidad térmica, una fraccion labil y otra resistente al

tratamiento térmico.



18

Este método asume un modelo cinético de primer orden para la desactivacion enzimatica
y conociendo las respectivas velocidades de desactivacion de cada fraccion es posible
analizar los datos de destruccion térmica y estimar los pardmetros de desactivacion para

la fraccion de isoenzimas labil y resistente al calor.

Sea E; y Er las concentraciones de isoenzimas labil y resistente, respectivamente, en un
tiempo t del tratamiento térmico y al tiempo cero, estas concentraciones son
representadas por Er, y Ero. Entonces la velocidad de desactivacion térmica de cada

fraccion de isoenzimas a una temperatura T puede ser expresada como:

E t

CiTﬁ—kLEL 0 E, =E,e" (2.5)
dE

4 = KeEr 6 By =Eg ™! (2.6)

donde, k. y kg corresponden a las constantes de velocidad de desactivacion térmica de

isoenzimas labil y resistente al calor, respectivamente.

La cinética de la reaccidon enzima-sustrato esta dada por:

Calentamiento tiempo t = 0, (d_sj = -K,E, S-K,; E. S (2.7)
dg )

Calentamiento tiempo t ='t, (j_zj =-K, E, S-K, E, S (2.8)
t=0

Donde: S = concentracion de sustrato; K y Kg = constantes de velocidades de reaccion

de las isoenzimas respectivas con el sustrato; y & = tiempo de reaccion en el anélisis.



19

La velocidad del desarrollo de color durante la prueba enzimatica estd directamente
medida con la velocidad de desaparicion del sustrato y el porcentaje de la actividad

residual de la enzima después del tratamiento térmico, esta dado por la velocidad

). (@
i), \ae),

Si el porcentaje de la actividad residual se define como:

&)
L x 100 (2.9)

H
&)

Combinando las ecuaciones (2.5), (2.6), (2.7) y (2.8), se tiene que:

[KL Eo e_kLt"'KR Ero e ]
[KL E o +Ky ERO]

% actividad residual = x 100 (2.10)

donde t es el tiempo de tratamiento a temperatura constante: Ero y Ero son las
concentraciones iniciales de las fracciones de isoenzimas labil y resistente,
respectivamente; k. y kr corresponden a las constantes de velocidad de desactivacion
térmica de las isoenzimas labil y resistente al calor, respectivamente; y, Ki y Kg son las

constantes de velocidad de reaccion para las isoenzimas respectivas con el sustrato.

Aplicando a la ecuacion (2.10) las condiciones limites para un tiempo de tratamiento

térmico largo y corto se tienen las siguientes ecuaciones, respectivamente;

. K, E k
log [% act. residual |=log R_RO x 100 - —R ¢ (2.11)
K, E,+ K; Epo 2.303
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KR ERO
I<L ELO + KR ERO

log [ % act. residual - x 100 | =

log Ki Eio x 100 - K t
K,_E,o+ Kg Eng 2303

(2.12)

Las constantes kg y k. pueden determinarse de las pendientes de las ecuaciones (2.11) y

(2.12), respectivamente.

Considerando Ky ~ Kg los valores del antilogaritmo de los interceptos de las ecuaciones
(2.11) y (2.12) representarian las concentraciones relativas de las fracciones de

isoenzima resistente y 1abil al calor, respectivamente.

Aplicando las condiciones limites para un tratamiento térmico largo y corto, los
parametros termocinéticos pueden ser determinados de la curva de desactivacion térmica
la cual se caracteriza por presentar tres secciones, en donde la pendiente de la porcion
lineal de la curva, la cual ocurre a un tiempo de calentamiento finito, esta gobernado por
la ecuacion (2.9). Esta porcion lineal tiene una pendiente igual a —kg / 2,303 y al

extrapolar la linea hasta el tiempo cero, el intercepto es igual a Kg Ero / [KL Ero + Kg

Ero] .

Considerando que K; = Kg, el intercepto de la curva de desactivacion térmica de mayor
tiempo con el eje Y, indica la fraccion de isoenzimas termorresistentes al tratamiento

térmico como lo muestra la FIGURA 1.

Conociendo el valor de Kr Ero / [Kr Ero + Kgr Ero], la parte inicial de la curva de
inactivacion térmica puede ser trazada graficamente, en donde al valor del porcentaje de

la actividad residual se le sustrae la cantidad Kg Ero / [KL ELo + Kgr Ero], siendo estos
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valores graficados nuevamente en una escala logaritmica (base10) en funcion del tiempo
de calentamiento, la pendiente que resulta de esta porcion lineal es —k; / 2,303 tal como

se aprecia en la FIGURA 2.

Porcentam Actividad

30

L

0

a 200 400 s00
Tiempo de escaldndo (segundos]

FIGURA 1. Curvas de desactivacion térmica en peroxidasa de rabano.

% Activided - % Fraccion resihstent

o 10 20 20 40 50
Tiempo de excaldade [segundes)

FIGURA 2. Curvas modificadas de desactivacion térmica para la fraccion de

isoenzimas labiles al calor.

FUENTE: LINGvLUND (1978)



22

3. MATERIAL Y METODO

3.1 Lugar y ubicacion del ensayo
Los ensayos y andlisis experimentales de este estudio se realizaron en los laboratorios de
Procesamiento, de Quimica y Andlisis Instrumental del Instituto de Ciencia y

Tecnologia de los Alimentos (ICYTAL) de la Universidad Austral de Chile.

3.2 Materia prima

La enzima comercial utilizada para el ensayo fue Peroxidasa de rabano (EC 1.11.1.7;
Tipo X); obtenida de Sigma Chemical Co., (St. Louis, MO, U.S.A); conteniendo 5000
unidades en 1 mL de solucién, valor RZ aproximado 3,0; 250 unidades por mg de
proteina (Biuret); peso molecular 44.000; en suspension cristalina de 3,2 M de solucion
(NH4),SO4 en buffer fosfato de potasio a pH 6,0. La peroxidasa comercial utilizada

contiene dos tipos de isoenzimas.

3.3 Reactivos

Los siguientes reactivos fueron utilizados:

e Monofosfato de potasio (KH,POj4), peso molecular 136,09 (WINKLER LTDA).
¢ Difosfato de potasio (K;HPOj), peso molecular 172,01 (WINKLER LTDA).

e Guayacol (>99,5%) (MERCK)

e Peroxido de Hidrogeno (H203), (30%) (MERK)

3.4 Equipos e instrumentos
Los equipos ¢ instrumentos empleados fueron los siguientes:
e Bano térmico regulable: Marca GCA/PRECISION SCIETIFIC con termostato y

termometro digitales, Serie EC — 50: programable.
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e Balanza analitica electronica: Marca CHYO BALANCE KJ 200: precision 0,1 mg:
capacidad 200g: Japon.

e Espectrofotometro: Marca SPECTRONIC GENESYS 5; 50/60 hertz: UV/vis.

e Termocuplas flexibles y rigidas tipo T: cobre-constantan, calibre 24 recubierto con
teflon.

e Baifio de hielo con sal (-10°C)

e pH-metro: Marca RADIOMETER COPENHAGEN: Modelo Type PHM 26: escala
0-14: 50/60 ciclos.

e Vortex: Marca FISHER SCIENTIFIC CO./, Modelo 58, Serie N° 115, 50/60 ciclos.

e Registrador de temperatura “DIGI-SENSE Temperatura Logger” de 12 canales.

e Crondmetro de tres canales con alarma.

e Estufa eléctrica a 80°C: Marca HORO; Serie N° 035; maximo 500 watt.

e Estufa eléctrica a 100°C; Marca GALLENKAMP; Modelo IH-150.

e Sonificador: Marca NEY, Tipo Ultrasonik.

e Computador personal EPSON PC/XT Modelo 80c 85, con Sofware “PCDAC 12

Analysis and Control for temperature and time Logger”.

3.5 Materiales de laboratorio

Matraces, pipetas totales y volumétricas, micropipetas, tubos de ensayo, pipetas pasteur
modificadas como tubos capilares de 0,5 mm de diametro interno, gradillas, vasos
precipitados, papel aluminio, cubetas de cuarzo, frascos ambar, jeringas desechables y

gas propano para sellado.

3.6 Método

3.6.1 Medicion de actividad. La actividad de peroxidasa fue medida
espectrofotométricamente a 470 nm usando guayacol y peroxido de hidrogeno como
dador de hidrogeno y sustrato segin el método descrito por HEMEDA y KLEIN (1990)

con algunas modificaciones. La medicion se realizd con un espectrofotdmetro marca
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Spectronic Genesys 5 donde se registraron los valores de absorbancia a intervalos de 10
segundos por un maximo de 30 minutos los cuales seran grabados en una tarjeta del
mismo equipo y luego traspasados a un Computador Epson (PC/XT modelo 80c 85) para
ser analizados mediante regresion lineal. La actividad de peroxidasa fue calculada desde
la pendiente de la parte lineal de la grafica de absorbancia versus tiempo de reaccion,

segtin método descrito por RODRIGO et al. (1997).

3.6.1.1 Peroxidasa (POD). Para la elaboracion de estas curvas se prepararon diferentes
soluciones de concentracion de peroxidasa comercial a partir de una solucion madre de
50 Unidad/mL que serd congelada y se determinara la actividad enzimatica como se
describi6 anteriormente. Las concentraciones variaron desde 10 Unidad/mL de solucion
de enzima hasta 0,01 Unidad/mL de solucion de enzima. Las diluciones se realizaron a
partir de la solucion madre previamente descongelada mezclandose con buffer fosfato de

potasio 0,05 M pH 6,0 y luego fueron tratadas para la medicion de actividad.

La actividad enzimatica (U) se defini6 como la cantidad de enzima que produce un
cambio de absorbancia de 1,0/min bajo las condiciones del ensayo, 21°C (1U = AAmin™';

A = absorbancia a 470 nm).

3.6.1.2 Buffer. El buffer fosfato de potasio 0,05 M y pH 6,0 se preparé realizando un
balance i6nico SEGEL (1976), y luego las cantidades calculadas de monofosfato y
difosfato de potasio se disolvieron en agua destilada para llegar a la concentracién molar
y pH requerido. Este buffer serd utilizado para la preparacion de solucion madre de

enzima, diluciones y medicion de actividad.
3.6.1.3 Sustrato. El sustrato para cada reaccion que se realizd6 a las diferentes
concentraciones de enzima a analizar fue preparado segin HEMEDA y KLEIN (1990)

con algunas modificaciones.

Se mezclaron 100 ulL de guayacol (>99,5%) y 100 uL de perdxido de hidrogeno (30%)
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con 99.8 mL de buffer fosfato de potasio (0,05 M; pH 6,0) aforando hasta un volumen
de 100 mL dando una concentracion final 8,91 mM de guayacol y 9,81 mM de peroxido
de hidroégeno. La solucion preparada se agito fuertemente y se dejo reposar por unos

minutos.

3.6.2 Pasos operacionales para medicion de actividad. Con la finalidad de entregar
una mejor descripcion de la metodologia que se empleo para determinar la actividad de
la enzima peroxidasa comercial (POD) en las diversas concentraciones que se utilizaron,

se da un formato de linea de flujo la cual se muestra en la FIGURA 3.

Ermima (Feroxidasa Comercial)

v

Preparacidn de 3 olucidn Madre

v

Congelacidn de 3 olucidn Madre a — 2570
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Descongelamiernto rapido de a3 olucidn Madre

¥

Preparacidn de Soluciones de diferentes C oncentraciones de
BIIZiM &

¥

Preparacidn de muestras de enzith a ¥ ensayos preliminares

v

Tratamiento térmico de muestras de ermima en tubos capilares

v

Baflo agua conhielo a 09C

v

Fearrcion de las enzimas cof s sustrato

v

Lectura de Actividad en E spectrofotdmetio

FIGURA 3. Linea de flujo para la determinacion de actividad en las diferentes

concentraciones de enzima peroxidasa comercial.
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Enzima. En este caso solamente se utilizd la enzima comercial peroxidasa

EC.1.11.1.7, de laboratorio Sigma Chemical Co., St. Louis, U.S.A.

Preparacion de solucion Madre. Se tom6 una alicuota de 20 uL de enzima
peroxidasa comercial y se diluy6 con 100 mL de buffer fosfato de potasio pH 6,0. La
solucion resultante tendrda 1 Unidad de enzima por mL y una concentracion final de

50 Unidad de enzima por mL.

Congelacion de la solucion Madre. Una vez preparada la solucion Madre de enzima
se realizd la congelacion en forma rapida a —25°C, en un congelador CONSUL del
Laboratorio de Microbiologia del Instituto de Ciencia y Tecnologia de los Alimentos.
Esta congelacion se realizd debido a que todas las muestras no pueden ser analizadas
en un solo ensayo experimental y sus caracteristicas no se ven afectadas en un grado

significativo y a nivel de laboratorios es lo mas empleado.

Descongelamiento de la solucion Madre. Una vez que se realiza un ensayo
experimental se toma la solucion madre y se descongela en forma rapida hasta lograr

una temperatura de 25°C.

Preparacion de soluciones de diferente concentracion de enzima. A partir de la
solucion madre se tomaron alicuotas, las cuales fueron diluidas 0, 10, 100 y 1000
veces con buffer fosfato de potasio pH 6,0; obteniéndose concentraciones de 10, 1, 0,1

y 0,01 Unidad de enzima por mL de solucion resultante.

Preparacion de las muestras con enzima. Para ello se tomaron 200 uL de solucion
de una concentracion de enzima y se colocaron en tubos capilares de vidrio de 0,5 mm
de didmetro interior y 15 cm de longitud, para ello se utilizd pipetas Pasteur
modificadas. Una vez llenado los capilares con la enzima se sellaron sus extremos

abiertos del tubo por medio de un sellador a gas propano.
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g) Ensayos preliminares. Al comienzo de los ensayos se realizaron pruebas para hacer
funcionar la metodologia elegida, con la cual se puede obtener resultados
preliminares de actividad y comprobacion del funcionamiento del material y equipo a

utilizar en las pruebas definitivas.

h) Tratamiento de las muestras de Peroxidasa Comercial. La enzima se coloco en
capilares de vidrio de 0,5 mm de didmetro interior y se sellaran por ambos extremos
para lograr condiciones cuasi-isotérmicas. Ademas se colocaron dentro de dos tubos
capilares termocuplas flexibles y rigidas del tipo T para hacer el registro del perfil de
temperatura de la muestra a tratar y del medio. Luego se sometieron a tratamiento
térmico a temperaturas de 50, 60, 70, 80, y 95°C a intervalos de tiempos entre 0 —
1500 segundos, para esto se utilizo un bafio térmico, con termostato y termometro
digital. La precision de las temperaturas fue de + 0,5°C y los perfiles para algunas
temperaturas se observan en ANEXO 1. A medida que se lleva a cabo el tratamiento
térmico, se utilizdé un registrador de temperatura “DIGI-SENSE” de doce canales el
cual es conectado a computador Personal EPSON PC/XT para almacenar los datos

obtenidos en el ensayo.

i) Bafio de agua con hielo. Una vez terminado el tratamiento térmico de la enzima en
tubos capilares, estos fueron enfriados rapidamente en un bafio de agua con hielo
hasta una temperatura de 0°C con la finalidad de detener lo mas rapido posible la

inactivacion de las enzimas por efecto de la temperatura.

j) Reaccion de las enzimas con su sustrato. Una vez que se someten las muestras al
tratamiento térmico, cada enzima se hard reaccionar con su sustrato especifico para

producir una reaccion de oxidacion.

k) Lectura de actividad en espectrofotometro. La deteccion de la reaccion de
oxidacion de la enzima con su sustrato se determino a través de una reaccion de color

la cual fue detectada en el espectrofotometro. Para esto se mezclaron un volumen de
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0,12 mL de muestra de enzima tratada con 3,62 mL de soluciéon de sustrato en una
cubeta de cuarzo con un camino optico de 1 cm. La lectura se realizdo a 21°C y a
intervalos de 10 segundos de iniciada la reaccion por un maximo de 30 minutos a una
longitud de onda de 470 nm contra un blanco preparado con 0,12 mL de buffer fosfato
0,05 M, pH 6,0 y 3,62 mL de solucion de sustrato. La actividad enzimatica se expresa
como variacion de absorbancia por unidad de tiempo. Los datos obtenidos fueron
guardados primero en una tarjeta del espectrofotometro y luego traspasados a un
computador personal EPSON PC/XT para ser analizados y obtener los resultados

correspondientes a las actividades.

3.6.3 Disefio experimental. Para su evaluacion se considerd un diseno experimental de
tres factores concentracion de enzima, tiempo y temperatura. Los rangos de tiempo
evaluados fueron de 0 a 1500 segundos y los de temperatura fueron de 50 a 95°C. Se
analizaron cuatro concentraciones de peroxidasa comercial: 0,01; 0,1; 1 y 10

Unidad/mL. Cada ensayo se realiz6 en triplicado, tal como reporta el CUADRO 1.

La actividad residual se determiné haciendo reaccionar un volumen de enzima con su
sustrato. La peroxidasa es una enzima oxidoreductasa capaz de oxidar el guayacol en

presencia de peroxido de hidrogeno originando un producto de color pardo-café.

En la FIGURA 4 se presentan las etapas para la evaluacion de las actividades residuales

para determinacion de los parametros termocinéticos de la enzima Peroxidasa comercial.

3.7 Métodos de calculo

3.7.1 Calculo de cinética de desactivacion térmica de peroxidasa. Se procedio a
través de los datos experimentales a determinar el modelo que sigue el ensayo, ya sea de
tipo monofasico o bifasico. Una vez identificada la cinética se fijaron las ecuaciones

correspondientes segun sea el caso para determinar los parametros termocinéticos.



CUADRO 1. Diseiio experimental para la evaluacion de la cinética de desactivacion térmica en peroxidasa comercial.

Concentracion Temperatura del Medio Tiempo de escaldado Repeticiones N°de
de enzima Peroxidasa (°C) (segundos) mediciones
(Unidad/mL)
10 50, 60, 70, 80, 95 0, 15, 30, 45, 60, 180, 300, 3 135
600, 1500
1 50, 60, 70, 80, 95 0, 15, 30, 45, 60, 180, 300, 3 135
600, 1500
0,1 50, 60, 70, 80, 95 0, 15, 30, 45, 60, 180, 300, 3 135
600, 1500
0,01 50, 60, 70, 80, 95 0, 15, 30, 45, 60, 180, 300, 3 135
600, 1500
N° total de experiencias 540

Nota: Todos los tratamientos consideran una etapa de hidroenfriado hasta 0°C.
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Medicion de Actividad
Enzimatica de
Peroxidasa Comercial

l

Determinacion de parametros termocinéticos
k|_, kR y Ea

FIGURA 4. Etapas para la evaluacion de las actividades residuales y determinacion
de los parametros termocinéticos de la enzima peroxidasa comercial.
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3.7.2 Calculo de la actividad enzimatica. En base a los valores de absorbancia
determinados en diversas concentraciones de enzima y los diferentes tratamientos y
tiempos, la actividad enzimatica se expresé en unidades (U), donde U = A A min™
refiriéndose luego a un mg de proteina de la muestra tratada. Para esto se utiliz6 la
pendiente de la grafica obtenida de los resultados de las muestras tratadas segin el

método empleado por RODRIGO et al. (1997)

3.7.3 Relacion de las constantes de velocidad de desactivacion térmica (k) con la
temperatura. Una vez obtenidos los valores de las constantes de velocidad de
desactivacion térmica de acuerdo a lo expresado en los puntos anteriores, se realizaron
graficas de In (K) en funcion de la inversa de la temperatura absoluta cuya pendiente
corresponde a — Ea / R, siendo R la constante universal de los gases (R = 8,31 Joule /

mol-g K).



4. PRESENTACION Y DISCUSION DE RESULTADOS

4.1 Actividad enzimatica inicial para las diferentes concentraciones de peroxidasa
comercial

Para este caso se analizaron muestras de las diferentes concentraciones de peroxidasa 10
Unidad/mL, 1 Unidad/mL, 0,1 Unidad/mL y 0,01 Unidad/mL en triplicado para sus
diferentes tratamientos de tiempo y temperatura descritos en el disefio experimental. Los
valores de la actividad residual de la enzima fueron obtenidos a través de la pendiente de
la parte lineal de la grafica de absorbancia en funcion del tiempo de reaccion. La forma

de célculo se puede encontrar en el ANEXO 2.

Para la concentracion de 0,01 Unidad/mL no se reporta valores debido a que no se
detectd actividad enzimatica. Para verificar lo anterior, se realizaron cinéticas de
reaccion de mas de 2 horas para asegurar que hubiese reaccion de la enzima con el
sustrato. Estos resultados se pueden explicar considerando que estaba diluida 1000
veces, lo cual produce que la cantidad de enzima presente es muy pequeia para
reaccionar con el sustrato. Ademas al haber una dilucion tan alta, la molécula de
peroxidasa esta expuesta mayormente a cambios estructurales y de disoluciéon quimica,
lo que también va relacionado con la reaccidon que se produce con su sustrato que es del

tipo de reaccion acoplada (SEGEL, 1976).

Es importante mencionar que cuando la concentracion aumenta influye en el equilibrio
de asociacion o equilibrio quimico, lo que produce interacciones mas fuertes en los
sitios activos de la proteina que estdn en interfaces con sus unidades. Al ser la
peroxidasa de rdbano una proteina monomérica la inactivacion por disolucion obedece a
un mecanismo a la disociacion del grupo hemo o del atomo de hierro del grupo

prostético de la enzima, como consecuencia de su disolucion extrema. Ademas la
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enzima comercial viene disuelta en una alta concentracién con lo cual los efectos de las

sales no son descartables (SHANNON et al., 1966).

Las concentraciones de enzima son reportadas en forma de Unidad/mL, donde la
definicion de Unidad corresponde a la formacion de 1,0 mg purpurogalin desde
pyrogalol en 20 s a pH 6,0 y 20°C. La unidad de purpurogalin (20 s) es equivalente
aproximadamente a 18 uM de unidad por minuto a 25°C (SIGMA, 1998). La solucion

enzimatica comercial utilizada contiene 250 Unidad/mL,

En la literatura especializada generalmente no es reportada la concentracion inicial de
enzima. Esto constituye una seria dificultad, pues la cinética puede ser influenciada por
la concentracion inicial de la enzima (ARABSHAHI y LUND, 1985; SARAIVA et al.,
1996; MORALES-BLANCAS et al., 2002). En el CUADRO 2, se presentan los
resultados de la concentracion inicial de enzima en (mg proteina/mL) y la actividad

residual en (U,/mg proteina). La forma de célculo se encuentra en ANEXO 3.

CUADRO 2. Valores de mg proteina/mL, U, (AA min™), Uy/mL y Us/mg de

proteina para las diferentes concentraciones de peroxidasa comercial.

Unidad/mL 10 1 0,1 0,01
mg proteina/mL 0,04 0,004 0,0004 0,00004
U, (AA min™) 0,05101 £ 0.001 | 0,01486 = 0,001 | 0,00101 = 0,001 =0
Uy/mL 0,42508 £ 0,001 |0,12383 +0,0001 | 0,008416 + 0,001 -
Uy/mg proteina | 10,627 +£0,001 | 30,9583 £0,001 | 21,0416 + 0,001 -

Analizando el CUADRO 2, se establece que SARAIVA et al. (1996) y MORALES-
BLANCAS et al. (2002) son los unicos que informan la concentracion inicial de enzima
peroxidasa. El primero informa la utilizacién de 0,4; 0,08 y 0,016 mg proteina/mL de
peroxidasa comercial para el andlisis de parametros termocinéticos. El segundo obtiene

valores de 0,067; 0,728; 1,054; 1,538 y 1,271 mg proteina/mL para extractos de
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vegetales como brocoli, corazon de zanahoria, corteza de zanahoria, puntas de
esparragos y tallos de esparragos, respectivamente. Los valores de concentraciones
seleccionados (CUADRO 2), aunque fueron mas bajos que los reportados por
SARAIVA et al. (1996) y MORALES-BLANCAS et al. (2002), fueron establecidos
mediante pruebas preliminares. Asi, se determind una concentracion maxima de 10
Unidad/mL debido que a concentraciones mayores se producia una limitante que estaba
dada por el equipo de medicion, donde la velocidad de reaccion de la enzima con el
sustrato era muy rapida haciéndose dificil la medicion de la cinética en los primeros 10
s. Este periodo de tiempo garantizaba una repetibilidad en la medicion de las curvas de

reaccion.

MORALES-BLANCAS et al. (2002), son los tnicos que informa valores de 4,888;
0,076; 0,289; 0,072 y 0,11 U,/mg de proteina para los extractos de brocoli, corazon de
zanahoria, corteza de zanahoria, puntas de esparragos y tallos de esparragos,
respectivamente. Estos resultados son menores comparados con los del presente estudio,

lo cual puede ser atribuible a la utilizacion de una enzima purificada (SEGEL, 1976).

Del presente estudio y de lo informado por MORALES-BLANCAS et al. (2002), se
demuestra la importancia que tiene mencionar la concentracion inicial de enzima (mg
proteina/mL) y la actividad enzimatica expresada en U,/mg proteina. Generalmente en la
literatura del area, la actividad es reportada en términos relativos [(U/Ug)x100], lo que
puede traer consigo interpretaciones poco precisas de las actividades obtenidas. En el
caso de la concentraciéon 1 Unidad/mL (CUADRO 2) se reporta un valor de actividad
enzimatica especifica (Uy/mg proteina) mas alta, lo que estaria indicando que para un
tipo o fuente enzimatica existe una concentracion adecuada que presenta la mayor
actividad especifica. Asimismo, del CUADRO 2 comparando las concentraciones
utilizadas en el presente estudio, se puede observar que las actividades enzimaticas en
Up/mL muestran un decrecimiento de mayor a menor concentracion. Sin embargo, al
comparar los valores en forma de Uy/mg proteina no se observa ninguna relacion entre

actividad especifica y la concentracion. Por esta razon, seria apropiado reportar la
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actividad enzimatica en Uy/mg proteina que corresponde al valor de actividad
especifica. Esto permitiria hacer comparaciones mas directas y precisas entre los

diversos estudios realizados en el area.

4.2 Cinética de desactivacion térmica de la enzima peroxidasa (POD)
Los valores de actividad residual para las diferentes concentraciones de peroxidasa

después del tratamiento térmico se determinaron mediante la siguiente expresion:

% Actividad Residual = {%} x 100

(4]

Para encontrar la cinética de desactivacion térmica, los experimentos fueron efectuados
en un intervalo de 50 a 95 °C y para un rango de 15 a 1500 s. Los valores obtenidos de
actividad enzimatica residual, con sus respectivas desviaciones estandar, para las
concentraciones 10 Unidad/mL, 1 Uunidad/mL y 0,1 Unidad/mL se presentan en
ANEXO 4, 5 y 6, respectivamente. Las actividades enzimaticas relativas en porcentajes
[(U/Up)x100] fueron graficadas en funcion del tiempo de calentamiento en escala

semilogaritmica para cada concentracion de enzima tratada (ver FIGURA 5, 6 y 7).

ARABSHAHI et al. (1985) mencionan que al reportar los valores en forma residual se
puede provocar un error de variabilidad en la determinacion de la constante (k) y calculo
de energia de activacion (Ea). Con el objeto de verificar este planteamiento se realizaron
graficas semilogaritmica para el valor de actividad residual (U) en funcién del tiempo de
tratamiento. Se comprobod que la tendencia de las curvas era la misma que para el caso
de los valores residuales relativos. Esto demuestra que los calculos de los parametros
termocinéticos se podria realizar en forma indistinta, ya sea considerando la actividad

enzimatica relativa o absoluta (ver ANEXO 7, 8 y 9).

La FIGURA 5, 6 y 7 muestra una drastica reduccion de actividad durante los primeros
30 s para cada una de las concentraciones. A tiempos de calentamientos superiores a 60

s se producen cambios pronunciados de la pendiente y otra reduccion lineal de la
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actividad pero en una cantidad menor. En este caso la actividad tiende a estabilizarse;
esto se observa con bastante claridad en las graficas semilogaritmicas de actividad
enzimatica (AU/min) que se encuentran en ANEXO 10. Estos resultados pueden ser
descritos por el modelo bifasico de primer orden propuesto por LING y LUND (1978)
basado en la presencia de 2 grupos de isoenzimas con distintas estabilidades térmicas,
una fraccion labil al calor que se inactiva rapidamente y otra fraccion que es
termoresistente al calor que no es inactivada completamente. Este modelo bifasico es
conocido también como el modelo de 2 fracciones (WENG et al., 1991; SARAIVA et
al., 1996).

Los resultados estan de acuerdo con aquellos informados por WANG y LUH (1983),
POWERS et al. (1984), SARIKAYA y OZILGEN (1991), BHIRUD y SOSULSKI
(1993), GUNES y BAYINDIRH (1993), PIZZOCARO et al. (1993), SARAIVA et al.
(1996), CHANDIA (2000), MORALES-BLANCAS et al. (2002) y otros autores que

también informan un modelo bifésico para la inactivacion térmica enzimatica.

Analizando la FIGURA 5, 6 y 7 y los valores presentados en los ANEXO 4, 5y 6, se
observa que la concentracion afecta la cinética de desactivacion térmica de ambas
fracciones (termolabil y termorresistente). Lo mencionado concuerda con lo descrito por
ARABSHAHI y LUND (1985) y SARAIVA et al. (1996), donde la concentracion de
enzima afectaria la desactivacion y por consiguiente los pardmetros termocinéticos.
Estas diferencias son las que se observan en diversos estudios del area explicandose por
el efecto protector que la enzima manifiesta a altas concentraciones (CHANDIA, 2000;
MORALES-BLANCAS et al., 2002). Ademas, pueden influir otros factores como el
pH, fuerza i6nica del buffer, el sustrato a utilizar, entre otros (SARAIVA et al., 1996).

4.3 Parametros termocinéticos
En base al modelo bifésico, se establece que durante la primera etapa principalmente la
fraccion termolabil es inactivada, mientras que en la etapa final s6lo la fraccion

termorresistente permanece activa. Para determinar los valores de k. se toma un periodo
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corto de calentamiento que incluye los primeros 30 s. En algunos casos, para ciertas
temperaturas de tratamiento y concentracion de enzima, fue necesario ampliar un poco
mas el rango de tiempo, llegando a tomar periodos de 45 s hasta 60 s. Para calcular kg se
utilizé tiempos de 60 s y en algunos casos de 180 s, los cuales establecian el comienzo
del periodo de calentamiento. Las condiciones limites de tiempo fueron establecidas
para evitar la porcidon de curva intermedia del modelo bifasico. Entonces, los pardmetros
de inactivacion k. y kg fueron calculados desde las pendientes de la porcion recta
(ecuaciones 2.11 y 2.12), de las curvas consideradas para cada concentracion de enzima
y temperatura. Esto implica la alta disminucion de la actividad enzimatica durante los
primeros 60 s del tratamiento térmico. Las grandes diferencias entre K. y kg indican que
las condiciones limites utilizadas fueron las adecuadas para simplificar los analisis de los

datos (ecuacion 2.10).

Las constantes k. y kg para las fracciones labiles y termorresistente se reportan en
CUADRO 3, 4 y 5. Estas fueron determinadas a través de una regresion lineal de las
porciones rectas de la curva resultante al graficar los logaritmos de las actividades
residuales en funcion del tiempo de tratamiento térmico (ver ANEXO 11). Los
resultados caen en el rango informado por LING y LUND (1978) para peroxidasa
comercial con temperaturas de inactivacion de 76,7 a 87,2°C, donde los intervalos van
desde 183 x 10%a 768 x 10* s y 5,75 x 10* a 14 x 10™ s para la fracciones termolabil
y termorresistente respectivamente. De manera similar al comparar con el estudio
realizado por MORALES-BLANCAS et al. (2002), los que trabajaron con extractos de
algunos vegetales (brocolis, esparragos y zanahorias), los valores para k. y kg para la
enzima peroxidasa y un rango de temperatura de inactivacion de 70 a 95°C oscilaron
desde 250 x 10* a 3198 x 10* s y 1,25 x 10* 2 96,7 x 10™ s™' tanto para la fraccion
termolabil y termorresistente, respectivamente. También los valores de k. y kr en
peroxidasa reportada por GUNES y BAYINDIRH (1993) en arvejas verdes, frijoles
verdes y zanahorias con temperaturas de 70 a 96°C caen en el rango de 1,7 x 10 a 56,5

x10%s'y50x 10*a 808 x 105!, respectivamente.
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FIGURA 5. Actividades enzimaticas residuales en escala semilogaritmica de peroxidasa comercial en concentracion
10 Unidad/mL para diferentes tratamientos térmicos.
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FIGURA 6. Actividades enzimaticas residuales en escala semilogaritmica de peroxidasa comercial en concentracion 1

Unidad/mL para diferentes tratamientos térmicos.
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0,1 Unidad/mL para diferentes tratamientos térmicos.



CUADRO 3. Parametros termocinéticos para concentracion 10 Unidad/mL.

41

Temperatura ExExo 100
X
(°C) K Eo +KrEgo ke (s R’ ke (s R?
50 71,024 0,833x 10* | 0,87 | 173,3x10* | 0,98
60 68,577 1,009 x 10* | 0,97 | 179,1 x10* | 0,99
70 57,657 2,788 x 10 | 0,93 | 248,5x10* | 0,97
80 52,971 3.413x 107* | 0,93 |3633x10* | 0,96
95 17,462 5,602x 10* | 0,99 | 638,1x10* | 0,96
CUADRUO 4. Parametros termocinéticos para concentracion 1 Unidad/mL.
T t E.E
empera ura rERro . 100 1 2 1 2
(°C) K E o +KgEgo kr (s7) R ke (s™) R
50 68,235 0,237x 10* | 0,85 | 368,1x 10* | 0,95
60 67,934 0,650x 10™* | 0,90 | 4843x10* | 0,97
70 65,807 3,828 x 107 | 0,97 | 497.9x 10* | 0,96
80 55,501 4456x10* | 0,86 | 605,8x10* | 0,99
95 28,440 4560x10* | 094 | 616,4x10* | 0,95
CUADRO 5. Parametros termocinéticos para concentracion 0,1Unidad/mL.
T t
emperatura ExExo <100 1 2 1 2
(°C) K Eo +KyEgo kr (s7) R ke (s™) R
50 49,875 0243x 10* | 0,99 | 647.4x10* | 0,99
60 4927 0,368 x 10°* | 0,99 | 754,7x 10 | 0,99
70 34,161 7.411x10% | 0,98 | 796,8x 10* | 0,99
80 24,652 22329x 10° | 0,86 | 1425,5x 10™ | 0,99
95 | el [ 1442,7x 10" | 0,93
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Los valores de k. y kg reportados por LING y LUND (1978), GUNES y BAYINDIRH
(1993) y MORALES-BLANCAS et al. (2002) para enzimas de extractos vegetales y
comercial concuerdan en algunos casos, pero en otros se ven diferencias mas amplias a

temperaturas similares de inactivacion.

Los valores de k. y kg obtenidos en el presente trabajo para las distintas concentraciones
de peroxidasa caen dentro del rango de valores informados por los autores citados.
Asimismo, dichos valores de kry k. varian dependiendo de la concentracion, y a su vez
aumentan a medida que las concentraciones se encuentren mas diluidas. Ademas, para
cada una de las concentraciones estudiadas estos valores aumentan a medida que sube la
temperatura. La dependencia de la constante k con la temperatura puede ser explicada

utilizando el concepto de energia de activacion (ecuacion 2.4).

En el CUADRO 6 se informan los valores de energia de activacion (Ea) para las
diferentes concentraciones, donde se observa que los valores de Ea para la fraccion
termorresistente son ligeramente superiores a los correspondientes a la fraccion
termolébil. Estos resultados concuerdan con lo informado por GUNES y BAYINDIRH
(1993), donde los valores de Ea para la fraccion termorresistente es un poco mas
elevada que las correspondientes a la fraccion termoldbil. Estos autores reportan, para un
rango de temperatura de 70 a 96 °C, valores de Ea entre 6,1 x 10*a 9,7 x 10* J/mol y 43
x 10% a 86 x 10" J/mol para las fracciones termorresistente y termolabil,
respectivamente. Similares resultados fueron reportados por SARIKAYA y OZILGEN
(1991), para el caso del escaldado de patatas a temperaturas entre 65 y 80 °C los valores
de Ea para la fraccion termorresistente y termolabil oscilaron entre 10,4 x 10* y 8,3 x
10* J/mol, respectivamente. Sin embargo, MORALES-BLANCAS et al. (2002) reportan
valores de Ea mas elevadas para la fraccion termoldbil que para la fraccion
termorresistente para un rango de temperaturas entre 70 a 95 °C. Estos valores oscilaron
de 6,1 x 10* a 7.8 x 10* J/mol y de 5,5 x 10* a 6,5 x 10* J/mol, respectivamente. Estos
resultados coinciden con aquellos reportados por LING y LUND (1978) y WENG et al.

(1991) para el caso de la cinética de inactivacion térmica de peroxidasa comercial. Los
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primeros autores reportan valores de Eade 14,2 x 10* J/mol para la fraccion termolabil y
de 8.7 x 10" para la fraccidn termorresistente, en el rango de temperatura de 76,6 a 87,2
°C. Los segundos informan valores para Ea de 22,6 x 10* J/mol y 9,6 x 10* J/mol para la

fraccion termoldbil y termorresistente para un rango de temperatura entre 65 y 98 °C.

CUADRO 6. Energia de activacion para las diferentes concentraciones de

peroxidasa comercial de 50 a 95 °C.

Concentracion Fraccidn termorresistente Fraccion termolabil
Unidad/mL Ea (J/mol) R’ Ea (J/mol) R’
10 4,485 x 10* 0,97 2,991 x 10 0,97
1 6,894 x 10 0,90 1,111 x 10 0,94
0.1 15,651 x 10* 0,96 1,982 x 10 0,93

CUADRO 7. Energia de activacion para las diferentes concentraciones

peroxidasa comercial de 70 a 95 °C.

de

Concentracion Fraccion termorresistente Fraccion termolabil
Unidad/mL Ea (J/mol) R’ Ea (J/mol) R’
10 2,971 x 10 0,98 3,966 x 10 0,99
1 0,698 x 10 0,91 0,847 x 10* 0,94
0,1 11,10 x 10°* 0,99 5,861 x 10” 0,99

En resumen se puede establecer que los valores de Ea caen dentro del rango de los
informados en las diferentes investigaciones citadas. Sin embargo, las diferencias entre
los valores de Ea para las fracciones termolébil y termorresistente podrian ser explicados
por las condiciones experimentales y de metodologia utilizada para determinar los
parametros cinéticos. La forma de calculo se presenta en ANEXO 12. Es posible que en
los ensayos y procedimientos de ajuste y error usados por algunos investigadores puedan
introducir las diferencias en calculos de los parametros de Ea y k (ARABSHAHI y
LUND, 1985; MORALES-BLANCAS y TORRES, 2003).
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Por otro lado, sobre la base de los resultados de los CUADRO 6 y 7 se pudo observar
diferencias en los valores de Ea calculados al tomar diferentes rangos de temperatura.
Asi, al tomar rangos mas amplios de temperatura por ejemplo de 50 a 95°C y luego un
rango mas estrecho de 70 a 95°C, se observa un cambio en la magnitud de los valores de
Ea calculados. Lo anterior puede estar produciendo las diferencias entre los valores
reportados en la literatura, especialmente cuando los rangos de temperatura evaluados
son diferentes. Esto podria explicarse como la introduccion de un error matematico

involuntario en los valores de Ea reportados en la literatura.

También, las diferencias pequefias y grandes en los valores de los parametros cinéticos
encontrados en la literatura especializada, incluyendo los resultados del presente trabajo,
pueden ser explicados por la presencia de diferentes tipos de isoenzimas en los extractos

enzimaticos (VAMOS-VIGYAZO, 1981; WHITAKER, 1994; CIVELLO et al., 1995).

Basados en los parametros cinéticos obtenidos por las diferentes investigaciones del area
se ve una clara dependencia de 2 grupos de isoenzimas con distinto comportamiento
térmico. Por lo cual el estudio depende ampliamente de la relacion tiempo y
temperatura, la fuente enzimatica y la concentracion inicial de enzima presente, que
generalmente no es mencionada cuantitativamente por los investigadores (SARAIVA et

al., 1996; MORALES-BLANCAS et al., 2002) para el calculo de estos parametros.

Finalmente, un aspecto importante que no ha sido totalmente abordado hasta la fecha ha
sido la determinacion de la actividad inicial y distribucion enzimatica que presentan los
vegetales en estado fresco con respecto a sus estructuras y partes, las cuales pueden

presentar diferencias de concentracion.

Para estudios posteriores seria de gran importancia reportar los coeficientes de extincion
molar (¢) del sustrato utilizado y principalmente la concentracion inicial de enzima, lo
cual permitiria hacer comparaciones mucho mas precisas entre diferentes estudios de

cinética de desactivacion térmica de enzimas (SEGEL, 1976).



5. CONCLUSIONES

Con respecto a la concentracion inicial de enzima.

La concentracion inicial establece que al haber una cantidad determinada de
moléculas de enzima, se produciria un efecto sobre la actividad especifica de las
diferentes concentraciones analizadas. Obteniéndose un valor 6ptimo de equilibrio
en su estructura monomeérica y sus enlaces, lo cual produciria menos problemas de
disociacion quimica entre las moléculas.

Para las cuatro concentraciones de enzima peroxidasa comercial analizadas se
presentaron diferencias en la actividad enzimatica especifica. Se obtuvo un valor de
actividad especifica mayor para la concentracion 1 Unidad/mL. Ademas se observo
que cuando la concentracion de enzima estd muy diluida (0,01 Unidad/mL) no se
puede detectar su actividad.

Ademas se establece, la importancia de reportar la concentracion inicial en mg
proteina/mL, y la actividad especifica en Uyp/mg proteina. Lo que permitiria poder

realizar comparaciones mucho mas cuantitativas entre la literatura especializada.

Con respecto a la cinética de desactivacion enzimatica

Para las concentraciones 10; 1; 0,1 Unidad/mL se verific6 una cinética de
desactivacion térmica de tipo bifasico de primer orden. Lo que indica que la enzima
esta conformada por una fraccion de isoenzimas labil y otra fraccion
termorresistente.

Para todas las concentraciones se presenta una mayor desactivacion de la enzima al

aumentar la temperatura del tratamiento térmico.
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Con respecto a la determinacion de pardmetros termocinéticos

Los valores de la fraccion termolabil (ki) en general van aumentando a medida que
disminuye la concentracién. Para la fraccion termorresistente se observa que para
tratamientos térmicos de 50 y 60 °C, los valores de kg son mayores a concentraciones
iniciales mas altas. Lo anterior demostraria el efecto protector de la enzima y de estar
menos afectada la concentracion de enzima para tratamientos térmicos suaves.
Mientras que a temperaturas sobre 70 °C el comportamiento de kg es similar a K.

En los valores de Energia de activacion (Ea), se obtuvieron diferencias entre la
fraccion termolabil y termorresistente dependiendo del rango de temperatura
evaluado. Esto explicaria las diferencias en los valores reportados en la literatura
especializada. Lo anterior puede atribuirse a un error matematico involuntario

conocido como “artifact”.



RESUMEN

En este estudio se demuestra que la concentracion inicial de enzima afecta la cinética de
inactivacion térmica y ademas los parametros termocinéticos. Se evaluaron diferentes
concentraciones iniciales de 10; 1; 0,1 y 0,01 Unidad/mL de enzima peroxidasa
comercial. Se utilizé el método de tubos capilares (0,5 mm de didmetro) para lograr las
condiciones cuasi-isotérmicas requeridas. Se evalud la actividad enzimatica con
tratamientos de 50, 60, 70, 80 y 95 °C a intervalos de tiempos comprendidos entre 0 y
1500 segundos. La actividad enzimatica de peroxidasa fue determinada a través de la
cinética de reaccion de la grafica de absorbancia versus tiempo de reaccion y medida

espectrofotométricamente a 470 nm.

De todas las concentraciones analizadas, se obtuvo un valor mayor de actividad
especifica para la concentracion 1 Unidad/mL. Los resultados de la actividad enzimatica
mostraron para las diferentes concentraciones, curvas bifasicas estableciendo dos
fracciones de isoenzimas, una labil y otra termorresistente al calor. Ambas fracciones
siguieron una cinética de primer orden. Los valores de la fraccion termolabil (ki)
aumentaron a medida que disminuy6 la concentracion. De lo contrario, para
concentraciones mas altas, los valores de la fraccion termorresistente (Kg) aumentaron a
temperaturas de 50 y 60 °C solamente. Asi mismo, se establecieron diferencias en los
calculos de Energia de activacion tanto para la fraccion termoldbil como para la

termorresistente.

Por lo expuesto anteriormente, es de importancia indicar la concentracion inicial de
enzima, la que causaria un efecto sobre la actividad enzimatica, la cinética de

desactivacion y los parametros termocinéticos.
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SUMMARY

In this research it is showed that enzyme concentration affects thermal inactivation
kinetics and therefore thermal kinetic parameters. Commercial horseradish peroxidase
was evaluated for concentrations of 10, 1, 0,1, and 0,01 Unit/mL. The capillary tube
method was used (0,5 mm diameter) to achieve required quasi-isothermal conditions.
The enzymatic activity was evaluated at 50, 60, 70, 80 and 95 °C for heating times
ranging from 0 to 1500 s. Peroxidase enzymatic activity was determined through the
reaction kinetic by plotting absorbance versus reaction time, and it was

spectrophotometrically measured at 470 nm.

From all of analyzed concentrations, a higher specific enzyme activity value was
obtained for the concentration of 1 Unit/mL. The enzymatic activity results showed
biphasic curves establishing two isoenzymes fractions, one labile and another heat-
resistant. Both fractions showed a first order kinetics. The heat-labile fraction (K.) values
increased as concentration decreased. On the contrary, for higher concentrations the
heat-resistant fraction (Kr) values increased at 50 and 60 °C only. Rate constants were
temperature dependant, and they were fitted by Arrhenius model. Also, some differences
were established in the Activation Energy (Ea) calculations for both the heat-labile and

heat-resistant fractions.

As was explained above, it is extremely important to indicate the enzyme initial
concentration which would cause an effect over the enzymatic activity, the inactivation

kinetics, and thermal kinetics parameters.
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ANEXO 1. Perfil de temperatura experimental del tratamiento de escaldado en las
diferentes concentraciones de enzima peroxidasa a 50, 60, 70, 80 y 95
°C para 60, 300 y 600 segundos.

Enfriamiento a 0 °C.
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* T°ref : Es la temperatura de escaldado utilizada para el analisis.

* T°nz : Es perfil de temperatura que sigue la muestra de enzima analizada.
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ANEXO 2. Determinacion de la actividad residual a través del calculo de la
pendiente de la parte lineal de la grafica de cinética de absorbancia

versus el tiempo de reaccion.
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Este método desarrollado por RODRIGO et al. (1997) se lleva a cabo de la siguiente

mancra:

- Se realiza la cinética enzimdtica para cada uno de los tratamientos térmicos y tiempo

sin tratamientos térmicos (tiempos 0 s), a través del espectrofotometro GENESY'S 5.

- Mediante las graficas de cinética se toma la porcidn recta, con la cual se obtiene la

pendiente con la cual se obtiene el valor de la actividad residual.

- De la grafica anterior por ejemplo que corresponde a la concentracion 1Unidad/ml de
enzima peroxidasa comercial y al tiempo sin tratamiento térmico se procedid para

obtener el valor de actividad residual realizando el siguiente calculo.



60

- El valor del rango de Absorbancia absoluto fue divido por el rango de tiempo tomado

para la porcion recta analizada.

- Los valores de absorbancia fueron 0,256 y 0,985 para los tiempos de cinética de 20 y
70 s respectivamente, con lo cual se obtiene el resultado para la pendiente

. (0985-0,256)
(70 — 20)

=0,01486

- El resultado representa el (U/U,) x 100 en esta concentraciéon que es el tiempo sin

tratamiento térmico y cual corresponde al g’gfég =1 y que es el 100%. Ademas este

valor se usara para todos los otros valores obtenidos en las cinéticas con tratamiento
térmico, lo que permitird ir calculando las distintas actividades residuales mostradas en
las tablas de resultados en cada uno de los tiempos con tratamiento térmico en esta

concentracion y en las demas.
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ANEXO 3. Determinacion de contenido en mg proteina/mL de enzima, actividad en

U,/mL y actividad en U,/mg proteina.

e Determinacion de contenido en mg de proteina/mL.

- Para este cdlculo se utilizo la actividad especifica que corresponde a 250 Unidad/mg
proteina de enzima y se relaciond con las concentraciones analizadas, obteniendo por
medio de una proporcion directa el contenido de proteinas para las cuatro muestras
estudiadas relacionado a 1 mL. Por ejemplo para la concentracion 10 Unidad/mL se

tiene:

250Unidad——> mg de proteina
10Unidad —> x mg de proteina x = 0,04 mg de proteina/mL

e Determinacion de actividad de peroxidasa en U,/mL.

- Para obtener este resultado se realiza una proporcion directa con el valor de
Absorbancia/min para el tiempo sin tratamiento térmico (tiempo 0 s), obtenido para
las muestras de solucion enzimatica analizada que fue de 0,12 mL. Esto se relaciona
a 1 mL de solucidon enzimadtica. Por ejemplo para la concentracion 10 Unidad/mL se
tiene:

0,05101lU, — > 0,12 mL
x U, —> 1mL x =0,42508 U,/mL

e Determinacion de actividad de peroxidasa en U,/mg proteina.
- Una vez obtenido el valor de U,/mL, nuevamente se hace una proporcion directa con

el valor de mg proteina/mL. Entonces se tiene para la concentracion 10 Unidad/mL:

0,42508U,/mL —> 0,04mg proteina/mL
X U/mL — > I mL x = 10,627 mg proteina/mL
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ANEXO 4. Actividad de la enzima peroxidasa de concentracion 10 Unidad/mL

para los diferentes tratamientos térmicos.

Tiempo (s) Temperatura (°C)
50 60 70 80 95
0 0,051 £ 0.001 0,051 £ 0,001 0,051 + 0,001 0,051 + 0,001 0,051+ 0,001
15 0.048 £ 0.001 0,048 £ 0,001 0,046 £ 0,002 0,045 + 0,02 0,027 + 0,002
30 0,045 + 0.002 0,044 + 0,001 0,043 + 0,001 0,041 + 0,01 0,022 £ 0,001
45 0,037 £ 0.003 0,037 £ 0,001 0,036 + 0,002 0,033 + 0,02 0,013 + 0,002
60 0,036 £ 0.0057 0,036 £ 0,001 0,034+ 0,003 0,029 + 0,01 0,009 + 0,001
180 0,035 £ 0.0057 0,032 £ 0,001 0,029 £ 0,001 0,028 £ 0,01 0,008 £ 0,001
300 0,034 £ 0,0057 0,032 £ 0,002 0,027 £ 0,002 0,022 + 0,03 0,007 + 0,001
600 0,033 £ 0,0102 0,031 £ 0,005 0,022 £ 0,001 0,022 + 0,001 0.006 + 0,002
1500 0,032 + 0.0057 0,030 + 0,008 0,019 =+ 0,001 0,017 + 0,002 0,003 + 0,001
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ANEXO 5. Actividad de la enzima peroxidasa de concentracion 1 Unidad/mL para

los diferentes tratamientos térmicos.

Tiempo (s) Temperatura (°C)
50 60 70 80 95
0 0,014 £ 0,001 0,014 + 0,001 0,014 £ 0,001 0,014 + 0,001 0,014 + 0,001
15 0,013 £ 0,002 0,012 £ 0,001 0,011 £ 0,002 0,011 + 0,001 0,006 + 0,003
30 0,012 £ 0,003 0,011 + 0,001 0,011 £ 0,001 0,010 + 0,003 0,006 + 0,001
45 0,011 £ 0,001 0,010 £ 0,002 0,010 £ 0,002 0,010 + 0,002 0,005 + 0,002
60 0,010 £ 0,001 0,010 = 0,001 0,010 £ 0,001 0,009 + 0,003 0,004 + 0,001
180 0,010 + 0,003 0,010 £ 0,002 0,009 £ 0,003 0,009 £ 0,001 0,003 £ 0,001
300 0,010 £ 0,001 0,009 £ 0,003 0,008 £ 0,001 0,006 + 0,003 0,003 + 0,002
600 0,009 £ 0,002 0,009 = 0,001 0,007 £ 0,002 0,005 + 0,002 0,003 + 0,001
1500 0,009 + 0,001 0,009 =+ 0,002 0,005 + 0,001 0,004 + 0,001 0,002 + 0,004
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ANEXO 6. Actividad de la enzima peroxidasa de concentracion 0,1 Unidad/mL

para los diferentes tratamientos térmicos.

Tiempo (s) Temperatura (°C)
50 60 70 80 95
0 0,001% 0,0001 0,001 + 0,001 0,001 £ 0,001 0,001 + 0,001 0,001 + 0,001
15 0,0006 £ 0,0001 |0,00061 + 0,00030 | 0,00054 = 0,00003 | 0,00033 £ 0,00300 | 0,00026 + 0,00100
30 0,0005 £ 0,0001 |0,00054 + 0,00010 | 0,00052 = 0,00001 | 0,00026 £ 0,00100 | 0,00013 + 0,00100
45 0,0005 £ 0,0002 |0,00051 + 0,00010 | 0,0005 = 0,00001 | 0,00025 £ 0,00200 0
60 0,0005 £ 0,0003 |0,00050+ 0,00010 | 0,0005 = 0,0002 0,0002 £ 0,0030 0
180 0,0005 £ 0,0001 |0,00050+ 0,00020 | 0,0003 = 0,0001 0,0002 £ 0,0010 0
300 0,0005 £ 0,0001 |0,00049 + 0,00020 | 0,0003 £ 0,0003 0,00011 = 0,00100 0
600 0,0004 £ 0,0002 |0,00049 £ 0,00010 | 0,0002 £ 0,0001 0 0
1500 0,0004 £ 0,0001 |0,00047 £ 0,00030 | 0,00011 £ 0,00001 0 0
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ANEXO 7. Curva de actividad enzimatica semilogaritmica de (U) para

concentracion 10 Unidad/mL.
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ANEXO 8. Curva de actividad enzimatica semilogaritmica de (U) para

concentracion 1 Unidad/mL.
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ANEXO 9. Curva de actividad enzimatica semilogaritmica de (U) para

concentracion 0,1 Unidad/mL.
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ANEXO 10. Curvas semilogaritmicas de actividad enzimatica en (U) para

concentracion 10, 1 y 0,1 Unidad/mL para temperaturas de 50, 60,

70, 80 y 95 °C respectivamente.
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Temperatura 70 °C
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Temperatura 95 °C
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ANEXO 11. Determinacion de parametros K_ y kg de inactivacién termocinética.

- Para este calculo se utilizo6 el método de LING y LUND (1978) mediante las
ecuaciones 2.11 y 2.12, que corresponde a una regresion lineal (y =a+bx ) de los
tiempos y el logaritmo del porcentaje de actividad residual que se utiliza para la
determinacion de la fraccion termorresistente, obteniendo los valores del intercepto y
de la pendiente de la recta. El valor del intercepto encontrado en la fraccion

termorresistente es utilizado para obtener la fraccion termolébil.

e Determinacion fraccion termorresistente (kg)
- Los intervalos de tiempos utilizados para esta regresion lineal tomaron valores entre

60 y 180 s hasta 150 s, para obtener esta fraccion.

: K
- El resultado de la pendiente corresponde dentro de la ecuacion a — 5 3%3 = b. Por

ejemplo para la concentracion 1 Unidad/mL y temperatura de 50°C se obtuvo una
pendiente de —1,029520207 x 10~ lo que al ser reemplazado da como resultado kg =
1,029520207 x 10™ x 2,303 = 0,237 x 10 (s).

- Para obtener el intercepto se utiliza el valor de a = 1,834013247 que es el log(U), por
lo cual se necesita elevar a la base 10 lo cual da el valor del intercepto de la recta
analizada en la regresion. Para la concentracion anterior se tiene un intercepto de
101834013247 _

68,23595074, que corresponderia al porcentaje de actividad para esta

regresion.

e Determinacion fraccion termolabil (ki)
- Los intervalos de tiempos utilizados para esta regresion lineal tomaron valores entre

0 s hasta 45 y 60 s, para obtener esta fraccion.

: : K
- El resultado de la pendiente corresponde dentro de la ecuacion a — 5 3L()3 =b. Por

ejemplo para la concentracion 1 Unidad/mL y temperatura de 50°C se obtuvo una
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pendiente de 1.029520207 x 107 lo que al ser reemplazado da como resultado k_= -

1,598465596 x 10 x 2,303 = 368,1 x 10 (s).

Para la determinacion de los parametros kr y k. mediante la regresion lineal se
utiliz6 como instrumento de calculo la calculadora CASIO FX-880P personal

computer y planilla de calculo excel microsoft.
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ANEXO 12. Calculo de energia de activacion (Ea) para la fraccion termorresistente

y termolabil de las diferentes concentraciones de enzima peroxidasa

comercial desde un rango de 70 a 95 °C.

Para el calculo Energias de activacion se utilizo la ecuacion 2.4 la cual fue
linealizada para obtener mediante una regresion lineal Ea de la fracciones
termorresistente y termolabil.

Para Ea de la fraccion termorresistente y termolabil se ocupo la ecuacion Ln k. = Ln

koL - %% y Ln kg = Ln kogr - %% respectivamente, donde (- Ea,

:b)

corresponde a la pendiente que sera encontrada a través de la regresion lineal .
Ademas (K_ y kr) son las fracciones respectivas, donde Ko y Kor son las constantes
de Arrhenius, R es la constante universal de gases (8,31 J/mol K) y T es la

temperatura absoluta en (K).

Determinacion Energia de activacion fraccion termolabil y termorresistente

Como ejemplo de célculo para la fraccion termorresistente y termolabil en un rango
de temperatura de 70 a 95°C sé vera el resultado para 10 Unidad/mL, donde se
obtiene una pendiente b = - 0,3575 x 10* con lo cual se obtiene Eag = 2,971 x 10*
(J/mol) y una pendiente b = 0,477 x 10* con la cual se obtiene Ea, = 3,966 x 10*

(J/mol) respectivamente.
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